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Ú Ú Ú



Úvod k biochemick vod k biochemick vod k biochemickéééému  vod k biochemick mu  mu  mu  praktiku



praktiku praktiku praktiku



Vladimíra Kvasnicová



(2)
• organizace praktik



• pravidla bezpe č né práce v laborato ř i



• laboratorní vybavení



• práce s automatickou pipetou



• návody: viz. aplikace Výuka



(3)
automatická pipeta



(4)Postup pipetování



(5)
1. SPEKTROFOTOMETRIE 2. CHROMATOGRAFIE



3. TITRACE



4. POTENCIOMETRIE



Témata laboratorních úloh



(6)
Poznámky k jednotlivým laboratorním  úlohám


VÝBUCH


?!?



(7)
PRINCIP


• interakce mezi stanovovaným analytem a 
 monochromatickým zářením


• část záření je absorbována


stanovovanou látkou, zbývající
 záření je detekováno detektorem


• množství absorbovaného záření je přímo
 úměrné množství analyzované látky


spektrofotometrie



(8)spektrofotometr



(9)
Spektrofotometrie v praktickém cvi č ení


„Stanovení koncentrace kreatininu v moči“


analyzovaný vzorek:  vlastní moč


1. bezbarvý kreatinin je převeden na barevný 
 produkt chemickou reakcí


2. koncentrace kreatininu ve vzorku se 


zjišťuje z naměřené absorbance pomocí
kalibrační křivky



(10)
Výpo č ty v praktiku


• příprava kalibračních roztoků ze zásobního 
 standardního roztoku (ředění)


• naředění vzorku moči


• přepočet hmotnostní koncentrace na molární



(11)
Zjišt ě ní koncentrace:


1. Lambert-Beerův zákon
 2. Kalibrační křivka


3. Výpočet pomocí hodnot (A, c) 
standardních vzorků



(12)
Zjišt ě ní koncentrace:



Lambert-Beer ů v zákon A =  εεεε
 x l 
x c


nebo


T = 10- (εεεε x l x c)


A = absorbance (A = -log T)
 T = transmitance (T = 10-A)


εεεε = molární absorpční („extinkční“) koeficient


l = tloušťka kyvety (v cm), c = molární koncentrace



(13)
Kalibra č ní k ř ivka


3 a více standardů
 zpracovaných 



stejnou metodou


lineární kalibrační
 křivka


A = εεεε x l x c
y = kx + q



(14)
Výpo č et pomocí standard ů


Ast = cst x l x εεεε Avz = cvz x l x εεεε
 Ast / cst = l x ε Avz / cvz = l x ε


l x ε = l x ε


Ast / cst = Avz / cvz


cvz = Avz x(cst / Ast)



c
vz = A
vz x f


f = průměr všech (cst / Ast) použitých při experimentu



(15)
P ř íklady k procvi č ení


1) standard:  A = 0,600,  c = 15,0 mM
 vzorek: A = 0,200,  c = ?


2) standard: T = 0,30
 vzorek: T = 0,60


Je cvz nižší nebo vyšší než cst?
 3) c1 = 0,1 mM → c2 = 0,01 mM


Kolikrát byl vzorek naředěn?


4) vzorek o c = 0,2 mM byl naředěn 100x
Jaká je jeho koncentrace po naředění?



(16)Domácí úkol


1)  Avz = 0,25 Cvz = ?


Ast = 0,40 Cst = 4mg / L


[2,5mg/L]


2) standard glukózy: Cs = 1000mg/L,  T = 0,49. 


neznámý vzorek: T = 0,55,  Cvz = ? (v mg/L i mmol/L) 
 MW = 180g/mol


[839mg/L = 4,7mM ]


3) standard proteinů: T = 0,33; vzorek pacienta: T = 0,44


Porovnejte koncentraci proteinů ve vzorku pacienta se  
 standardem.


[4/3]



(17)
PRINCIP


Separace směsi různých látek je založena na 
 rozdílné distribuci látek mezi dvě


nemísitelné fáze:


• stacionární fáze (pevná nebo kapalná)


• mobilní fáze (kapalná nebo plynná)


Mobilní fáze unáší jednotlivé vzorky skrz stacionární fázi
 rozdílnou rychlostí v závislosti na jejich afinitě k fázím.


chromatografie



(18)
Chromatografie v praktickém cvi č ení


„ TLC lipofilních barviv“


= adsorpční planární kapalinová chromatografie


• mobilní fáze: toluen (nepolární)


• stacionární fáze: destička se silikagelem (polární)


• stadardy barviv → porovnání Rf


• neznámý vzorek: obsahuje 2 různá barviva



(19)TLC chromatografie 


= úkol v praktiku



(20)„Demonstrace HPLC a GC“


HPLC 


= High Performance Liquid Chromatography
 (vysokoúčinná kapalinová chromatografie)


• normální nebo reverzní fáze


• princip (vysokoúčinná, vysokotlaká chromatogr.)


GC


= Gas Chromatography
(plynová chromatografie)



(21)
(22)Plynová chromatografie (GC)


Obrázek převzat z http://www.cofc.edu/~kinard/221LCHEM/ (listopad 2006)



(23)
Vyhodnocení chromatogramu


Porovnání skvrn se 
 standardy:



R
f = a /b


Rf = retardační faktor 


(„rate of flow“)


a = vzdálenost start-střed skvrny
 b = vzdálenost start-čelo mobilní f.


1) planární chromatografie (př. TLC)


„b“


„a“


Obrázek převzat z http://sms.kaist.ac.kr/~jhkwak/gc/catofp/chromato/tlc/tlc.htm (listopad 2006) 



(24)2) chromatografie v koloně (HPLC, GC)


Porovnání „píků“ se 
 standardy:


tR = retenční čas


≈ identifikace látek


h = výška píku


≈≈≈≈ koncentrace látek


„píky“



(25)
PRINCIP


K analyzované látce se pomocí byrety 
 postupně přidává


roztok o známé koncentraci, a to tak dlouho, 
 dokud není dosaženo stechiometrického 
 poměru reagujících látek (= bod ekvivalence)


bod ekvivalence


= reagující látky jsou ve stechiometrickém 
 poměru daném chemickou rovnicí popisující
 probíhající reakci


odměrné analýzy



(26)Metoda založená na chemické reakci mezi 
 analyzovanou látkou a tzv. odměrným roztokem


byreta


s odměrným 
 roztokem


titrační baňka s naředěným
 analyzovaným vzorkem


titrace


= zjištění
 přesné


koncentrace 
vzorku



(27)
(28)
(29)
Titrace v praktickém cvi č ení


„Stanovení acidity žaludeční šťávy“


• reaguje HCl ze žaludeční šťávy


• odměrný roztok: NaOH


→ neutralizační titrace (= alkalimetrie)


• indikátor: fenolftalein (bezbarvý → fialový)


• z konc. HCl se vypočítá pH žaludeční šťávy


• zjišťuje se pH před a po stimulaci 


(= na lačno a „po jídle“)



(30)
Výpo č et koncentrace vzorku


• založen na znalosti stechiometrie chemické reakce


a A + b B → c C + d D


a, b, c, d = stechiometrické koeficienty = látkové množství (n)
 A = „odměrný roztok“, B = analyzovaná látka



a / b = n(A) / n(B)



(31)
a / b = n(A) / n(B)


c = n / V → n = c x V
 c = molární koncentrace (mol/l)


n = látkové množství (mol)
 V = objem roztoku


a, b = stechiometrické koeficienty


a x n(B) = b x n(A)



a 
x c
B x V
B = b 
x c
A x V
A


(32)
a
 x c B x 
V B = b
 x c A x 
V A


• známe stechiometrii chemické reakce


• známe koncentraci odměrného roztoku a jeho 
 objem spotřebovaný při dosažení bodu 


ekvivalence


• známe objem vzorku použitého pro analýzu


jediná neznámá je koncentrace vzorku



c B



(33)
Výpo č ty v praktiku


• výpočet látkového množství NaOH 
 spotřebovaného při titraci


• zjištění látkového množství HCl v celém objemu 
 vzorku


• výpočet hodnot BAO a MAO


• výpočet pH žaludeční šťávy z látkového 


množství HCl a celkového objemu odebrané
žaludeční šťávy (před a po stimulaci)



(34)
PRINCIP


elektrochemická metoda založená na měření
 napětí elektrochemického článku 


za bezproudého stavu


dvě elektrody:


• indikační (měřící) elektroda


• referentní (srovnávací) elektroda
potenciometrie



(35)
Potenciometrie v praktickém cvi č ení


„ Měření pH fosfátového pufru“


• roztoky fosfátového pufru o různém složení


• stanovení pH pomocí pH-metru


(= upravený potenciometr)


• kalibrace přístroje pomocí standardů


• skleněná kombinovaná elektroda („dvojče“)



(36)Skleněná
 kombinovaná


elektroda


vnější


refeferentní
 elektroda


stínění – přívod


k vnější ref.elektrodě


vnitřní vodič – přívod
 k vnitřní ref.elektrodě
 plnicí


otvor


vnitřní referentní
 elektroda


solný můstek (keramická frita)
 skleněná


membrána



(37)potenciometr



(38)
PUFRY PUFRY PUFRY PUFRY


(tlumiv
 (tlumiv
 (tlumiv


(tlumivéééé, , , , úúúústojnstojnstojnstojnéééé roztoky, nroztoky, nroztoky, nroztoky, nááááraznraznraznraznííííky)ky)ky)ky)


= systsystéééémy schopnsystsyst my schopnmy schopnéééé vyrovnmy schopn vyrovnvyrovnvyrovnáááávat výkyvy vat výkyvy vat výkyvy vat výkyvy pHpHpHpH: po p: po p: po p: po přididididáááánnnníííí silnsilnsilnsilnéééé
 kyseliny nebo b


kyseliny nebo b
 kyseliny nebo b


kyseliny nebo bááááze ze ze zmze zmzmzměnnnníííí svsvsvsvéééé pHpHpHpH jen nepatrnjen nepatrnjen nepatrnjen nepatrně


• poupoupoupoužíííívajvajvajvajíííí se k udrse k udrse k udrse k udržovovovováááánnnníííí stabilnstabilnstabilnstabilníííí hodnoty hodnoty hodnoty hodnoty pHpHpHpH


• slosloslosloženeneneníííí pufrpufrpufrpufrů::::


„„„„konjugovaný pkonjugovaný pkonjugovaný páááár: kyselina / zkonjugovaný p r: kyselina / zr: kyselina / zr: kyselina / záááásadasadasadasada““““


* slab


* slab* slab


* slabáááá kyselina + jejkyselina + jejkyselina + jejíííí sssskyselina + jej ůllll


**** slabslabslabáááá zzzzáááásada + jejslab sada + jejsada + jejíííí sssssada + jej ůllll


* 2 r


* 2 r* 2 r


* 2 různznéééé soli vznzn soli vsoli víííícesytnsoli v cesytncesytnéééé kyselinycesytn kyselinykyselinykyseliny


* amfotern


* amfotern* amfotern


* amfoterníííí lllláááátky (naptky (naptky (naptky (např. proteiny). proteiny). proteiny). proteiny)



(39)„bikarbonátový pufr“ HCO3- NaHCO3 ↔ Na+ + HCO3-
 H2CO3 H2CO3 ↔ H+ + HCO3-


NaHCO3


smíchány → Na+ + HCO3-
 H2CO3 H+ + HCO3-


+ H2CO3


+ HCl + NaOH


(H+ + Cl-)       (Na+ + OH- )


Na+ + HCO3- Na+ + 
HCO
3-

H+ + 
H
2CO
3 H
2O
 + HCO3-

Cl- + H2CO3 Na+ + H2CO3
HCO3- + H+↔ H2CO3 H+ + OH- ↔ H2O



(40)
Henderson Henderson Henderson



Henderson----Hasselbalchova Hasselbalchova Hasselbalchova rovnice Hasselbalchova rovnice rovnice rovnice


pH = 
 pH = 
 pH = 


pH = pKpKpKpKaaaa + log (+ log (+ log (+ log (ccccssss / / / / ccccaaaa)))) 
(pro kyselý pufr )


pOHpOH


pOHpOH = = = = pKpKpKpKbbbb + log (+ log (cccc+ log (+ log ( ssss / / / / ccccbbbb )))) 
(pro bazický pufr)



pH = 14 - pOH


pK = disociační konstanta slabé kyseliny (pKa) nebo báze (pKb)
 cs = aktuální koncentrace soli v pufru


ca = aktuální koncentrace slabé kyseliny v pufru
 cb = aktuální koncentrace slabé báze v pufru


c = c´ x V´ c´ = koncentrace před smícháním složek pufru


V ´ = objem jednotlivé složky (kys., báze nebo soli)



(41)
Výpo č ty v praktiku


• výpočet pH všech připravených roztoků


pH = pK(H2PO4-) + log c(HPO42-) / c(H2PO4-)
 pH = pKa + log n(HPO42-) / n(H2PO4-)


pH = pKa + log (cs´x Vs´) / (ca´x Va´)


c =  n/V n = n´ = c´ x V´ s = HPO42- a = H2PO4-


(V = objem pufru, v němž jsou přítomna látková množství ns a na )


• výpočet změny pH pufrů po přidání kyseliny



(42)
1. SPEKTROFOTOMETRIE - B1 2. CHROMATOGRAFIE - B2



3. TITRACE - B3



4. POTENCIOMETRIE - B4


4 úlohy / 4 týdny / 8 pracovních stolů
- rozdělení kroužku do 8 pracovních skupin -



(43)Domácí úkol


1) spotřeba odměrného roztoku: 23,8 ml NaOH,


(f = 0,9685; C = 0,1M), vzorek = 10ml H2SO4; C = ?


[0,12M]


2) spotřeba odměrného roztoku: 10ml  KMnO4 (0,1M),  
 vzorek: 20ml FeSO4 ; C = ? (mol/ L, % ),


MW = 152g


[0,25M = 3,8% ]


3) H3PO4 → Na2HPO4


vzorek: 20ml H3PO4 (C = 0,3M ),


odměrný roztok: 0,2M NaOH   V = ?


[60ml]
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